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1 UVOD 
Sintezna biologija temelji na sintezi rekombinantnih molekul DNA. Tehnologija 
rekombinantne DNA je pomembna za razvoj temeljne znanosti. Ima pa tudi širši pomen, saj 
so napredne tehnologije uporabne v biomedicini za zdravljenje raka, genetskih bolezni, 
sladkorne bolezni in v farmaciji za razvoj novih zdravil. Tipičen primer uporabe 
rekombinantne DNA je sinteza sintetičnega človeškega inzulina s pomočjo gensko 
spremenjenih organizmov. Veda je pomembna tudi pri razvoju rastlin odpornih proti 
virusnim in glivičnim okužbam ter rastlin, odpornih na neugodne dejavnike okolja, kot so 
suša ali povečana slanost (Khan in sod., 2016).  
 
Tehnologija rekombinantne DNA vključuje spreminjanje genskega materiala za pridobitev 
izboljšanih in želenih značilnosti živih organizmov in njihovih produktov. Tehnologija 
temelji na vključevanju fragmentov DNA v ustrezen vektor. Pri tem ima ključno vlogo 
uporaba restrikcijskih in ligacijskih encimov. Za pridobitev večjega števila kopij, želenega 
nukleotidnega zaporedja se plazmidni konstrukt s transformacijo vstavi v gostiteljsko 
bakterijo, ki s svojimi encimi namnoži plazmid (Khan in sod., 2016).  
  
Najpogostejši gostiteljski organizem za pomnoževanje rekombinantne DNA je bakterija 
Escherichia coli. Bakterija E. coli je po Gramu negativna bakterija paličaste oblike in je 
velika ~1 µm. Glavni razlogi, zakaj je ta mikroorganizem tako uporaben, so; hitra rast 
bakterije v različnih gojiščih, nizka cena gojišč, poznani genotipi različnih sevov, pridobljeni 
številni transkriptomi, proteomi in metabolomi sevov ter varsnost organizma za uporabo. V 
molekularni biologiji se plazmidi najpogosteje uporabljajo za gensko kloniranje, 
sekvenciranje, generiranje mutant, prekomerno izražanje gena za določen produkt, so tudi 
prenosljivi vektorji med različnimi bakterijami. Plazmidi so zunaj kromosomalne molekule, 
običajno krožne oblike, ki imajo sposobnost podvajanja ločeno od preostalega genoma. 
Ponavadi nosijo gene, katerih produkti celici omogočijo preživetje v določenem okolju. 
Rekombinantna tehnologija se je sicer začela razvijati že v 70. letih prejšnjega stoletja in je 
še danes nepogrešljiva v različnih vejah naravoslovja. Na primer, bakterija E. coli se v 
sintezni biologiji uporablja tudi za sintezo antibiotikov (Idalia in sod., 2017).  
 
Evkarionti tvorijo organele, v katerih potekajo metabolne aktivnosti ločene od preostalih 
procesov v celici. Organeli izboljšajo organiziranost in uravnavajo porabo energije v celici. 
Za prokarionte pa na splošno velja, da ne tvorijo organelov. Vendar so nekatere bakterije 
sposobne tvoriti organele, tako imenovane bakterijske mikro-razdelke (v nadaljevanju 
BMC). BMC je sestavljen iz proteinskega skeleta, ki ločuje notranjost BMC od citoplazme. 
Njihova velikost je v premeru od 40 do 200 nm. BMC lahko zasedejo 10 % citoplazme 
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bakterije in vsebuje encime, s katerimi se znotraj njih vršijo metabolne poti, ki vključujejo 
metabolite, sicer toksične za bakterijo. Nekatere raziskave na področju sintezne biologije so 
usmerjene v sintezo sintetičnih proteinskih BMC z namenom proučevanja metabolnih poti 
v bakterijah in za sintezo določenih metabolitov, na primer etanola (Cheng in sod., 2008; 
Tanaka in sod., 2008; Yeates in sod., 2008). 
 
Najbolj poznan bakterijski BMC je karboksisom, ki ga sintetizirajo cianobakterije in 
nekatere druge kemoavtotrofne bakterije (Tanaka in sod., 2008). Karboksisom je grajen iz 
proteinskega skeleta, ki obdaja encim ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza / oksigenaza 
(RuBisCo). Vloga tega encima je asimilacija ogljika, tako se CO2 asimilira v energetsko 
bogate molekule po poti Calvinovega cikla. Velikost karboksisoma v premeru znaša 100 nm 
(Tanaka in sod., 2008). V prejšnjih raziskavah so ugotovili sorodnost genov za sintezo 
karboksisoma z geni operona pduA bakterije Salmonella enterica. Gen pduA kodira protein, 
ki je homologen proteinoma CsoS1 in CcmK, katera tvorita proteinsko ogrodje 
karboksisoma. Ugotovili so, da so geni pduB, pduJ, pduK, pduN, pduT in pduU zelo podobni 
genom karboksisoma (Bobik in sod., 1999; Celeste in sod., 2011). Podobne operone, ki 
tvorijo BMC so našli tudi pri baktrijah Salmonella enterica serovar Typhimurium, Klebsiella 
oxytoca, Citrobacter freundii (Havemann in sod., 2002). 
 
1.1 NAMEN DELA 
Namen našega dela je bilo pripraviti plazmidni konstrukt za sintezo rekombinantnega mikro-
razdelka v bakteriji E. coli. Sintetični plazmidni konstrukt bi nosil še gena za proteina, ki bi 
nam omogočil izrez in stabilizacijo izbranega odseka DNA v bakteriji. Tak plazmidni 
konstrukt nam omogoča razvoj metode za izolacijo in analizo proteinov, ki gradijo izbrani 
nukleoproteinski kompleks. Namen dela je bil tudi analizirati plazmidni konstrukt za 
kvantifikacijo sinteze mikro-razdeleka.  
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1.2 DELOVNI HIPOTEZI 
• V plazmid pACBSR-DL1 lahko vstavimo vključek z operonom pdu bakterije C. 
freudii velik več kot 2500 baznih parov in plazmid transformiramo in pomnožujemo 
v bakteriji E. coli. 
• Mikro-razdelek Pdu sintetizira bakterija E. coli že v eni uri po sprožitvi prepisa genov 
operona pdu.    
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MIKRO-RAZDELEK PDU 
2.1.1 Pomen propandiola 
Poznamo dva tipa BMC glede na metabolne funkcije, ki jih vršijo encimi v njih 
karboksisome in metabolosome. Večina BMC je vključenih v asimilacijo ogljika, ki se vrši 
v karboksisomih, ali pa v oksidacijo aldehidov, ki se vrši v metabolosomih. Poimenovanje 
metabolosomi je pridano tem BMC, saj so povezani s specifično metabolno aktivnostjo. 
Metabolosomi so sicer vpleteni v različne metabolne poti organskih spojin. Metabolosom 
Pdu, v katerem se vrši pretvorba 1,2-propandiola v propionat, je biokemijsko in strukturno 
kompleksnejši od karboksisoma. Poznamo še en tipičen metabolosom, poimenovan Eut, z 
encimom etanolamin amoniak-liaza, ki sintetizira etanol iz etanolamina. Metabolosom Pdu, 
kot vir ogljika uporablja 1,2-propandiol (Parsons in sod., 2010). Ta molekula je poglavitni 
produkt fermentacije sladkorjev ramnoze ali fruktoze. Sladkorja sta pogosta v rastlinskih in 
bakterijskih celicah (Obradors in sod., 1988). 1,2-propandiol vstopi v metabolosom in se 
dehidrira v propionaldehid z encimom 1,2-propandiol dehidrataza. Ta encim sestavljajo 
podenote PduC-D-E in za delovanje potrebuje vitamin B12. Propionaldehid je citotoksičen, 
saj povzroča mutacije na DNA. Končna produkta propionaldehida sta dva: 1-propanol in 
propionil-fosfat. Prvi produkt je 1-propandiol, ki nastane iz propionaldehida z encimom 
PduQ. Drugi produkt je propionil-fosfat, ki pa nastane po daljši poti. Nastane tako, da se iz 
propionaldehida pretvori v propionil-CoA z encimom PduP. Propionil-CoA izstopi iz 
metabolosoma v citosol in se pretvori v končni produkt propionil-fosfat z encimom PduL 
(Sampson in Bobik, 2008). Na sliki 1 je shematsko prikazana pretvorba 1,2-propandiola. 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz pretvorbe 1,2-propandiola (1,2-PD) v propionil-CoA v bakterijskem mikro-razdelku 
Pdu. Rdeči petkotniki in modri šestkotniki prikazujejo proteine skeleta mikrorazdelka (povzeto po Parsons in 
sod., 2010). 
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Poznamo različne proteine Pdu in vsak izmed njih ima specifično funkcijo. Nekateri imajo 
vlogo sinteze proteinskega skeleta mikro-razdelka, drugi pa sodelujejo pri biokemijskih 
reakcijah. V preglednici 1 so predstavljene specifične funkcije proteinov Pdu. Funkcija 
nekaterih proteinov Pdu še ni pozana (Bobik in sod., 1999; Cheng in sod. 2008; Kerfeld in 
sod., 2018).  
  
Preglednica 1:Predstavljene funkcije posameznih proteinov Pdu (povzeto po Bobik in sod., 1999). S sivo barvo 
so označeni protieni Pdu, ki imajo ključno vlogo pri sintezi proteinskega ogrodja mikro-razdelka in gene za te 
proteine smo uporabili v nalogi. 
Protein Pdu Funkcija 
PduA Skelet miko-razdelka 
PduB Skelet miko-razdelka 
PduC Velika podenota diol dehidrataze 
PduD Srednja podenota diol dehidrataze 
PduE Manjša podenota diol dehidrataze 
PduG Večja podenota reaktivatorja diol dehidrataze 
PduH Manjša podenota reaktivatorja diol dehidrataze 
PduJ Skelet miko-razdelka 
PduK Skelet miko-razdelka 
PduL Neznana 
PduM Neznana 
PduN Skelet miko-razdelka 
PduO V povezavi z glicerol dehidratazo 
PduP Propionaldehid dehidrogenaza 
PduQ Propanol dehidrogenaza 
PduS Neznana  
PduT Skelet miko-razdelka 
PduU Skelet miko-razdelka 
PduW Skelet miko-razdelka 
PduX Neznana 
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2.1.2 Horizontalen prenos genov operona pdu  
Geni pdu so prepisani iz istega promotorja, so sosednji drug drugemu. Zapis na skupnem 
operonu omogoča enostavnejši prenos genov v drugi organizem. Zaradi te lastnosti lahko 
geni pdu oblikujejo popolnoma funkcionalen metabolosom v poljubnih gostiteljskih 
organizmih (Parsons in sod., 2008). Geni pdu predstavljajo pomembne prednosti za sintezno 
biologijo, saj se lahko uporabljajo kot metabolni model za povezovanje biokemijskih poti 
(Axen in sod., 2014). Dokazali so, da se geni za sintezo mikro-razdelka Pdu iz Citrobacter 
freundii v bakteriji E. coli prepišejo in prevedejo v funkcionalne metabolosome velikosti 
~100 nm (Pearson in sod., 2008). Ugotovili so, da do pravilne biosinteze metabolosoma 
lahko pride le v primeru pravilnega vrstnega reda genov na kromosomu. Spremenili so 
namreč vrstni red genov v operonu pdu in do biosinteze metabolosoma poslednično ni prišlo 
(Pearson in sod., 2010). 
 
2.1.3 Zgradba mikro-razdelka Pdu 
Operon pdu vključuje 21 genov, izmed katerih sedem nosi zapis za izgradnjo mikro-
razdelka, to so geni za proteine PduA, -B, -J, -K, -N, -T in -U. Protein PduA je poglavitni 
protein skeleta in tvori heksamere (Slika 2), ki se oblikujejo v proteinski plašč 
metabolosoma. Protein PduN je pentamer, ki v mikro-razdelku poveže heksamere PduA. 
Shema povezovanja PduA in PduN je prikazana na sliki 2 (Pearson in sod., 2008). Protein 
PduB je v mikro-razdelku prisoten v dveh oblikah kot PduB (28 kDa) in PduB` (24 kDa). 
Med seboj se razlikujeta v tem, da proteinu PduB` manjka 37 aminokislinskih ostankov 
amino-terminalnega konca PduB. Dva proteina nastaneta zaradi dveh različnih začetnih mest 
translacije iz pduB mRNA (Pearsons, 2008). Večina proteinov, ki gradijo miro-razdelek Pdu, 
ima molekulsko maso med 9 – 14 kDa, le proteini PduB, PduB`, PduT in PduK so večji (20 
– 29 kDa). Sklepajo, da so večji proteini nastali kot posledica duplikacije in sklopitve genov 
(Pearson in sod., 2010). 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz mikro-razdelka Pdu. Heksameri proteina PduA so prikazani v modri barvi in 
pentameri proteina PduN v rdeči barvi (Pearson in sod., 2010). 
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2.1.4 Kloniranje izbranih genov operona pdu za sintezo sintetičnega mikro-razdelka 
Raziskovalci so pripravili minimalni operon pdu, ki vključuje le gene z zapisom za proteine 
praznega mikro-razdelka, metabolosoma Pdu, proteine PduA, -B, -J,-K, -N, -U. Vrstni red 
genov pri kloniranju je bil enak kot pri divjem tipu operona pdu pri Citrobacter freundii. 
Edino vrstni red genov za proteina PduU in PduT sta bila zaradi praktičnih razlogov 
kloniranja zamenjana. Na sliki 3 je analiza sintetiziranega mikro-razdelka, izvedena s 
poliakrilamidno elektroforezo z dodanim natrijevim dodecilsulfatom (NaDS PAGE). Mikro-
razdelek so iz bakterijskega lizata izolirali z gradientnim centrifugiranjem. PduN ni viden na 
gelu, saj naj bi bil prisoten v nizki koncentraciji. Za nastanek mikro-razdelka ni potrebno 
oblikovati skeleta encimskega kompleksa okoli encimov, kot je 1,2-propandiol dehidrataza 
(PduC-D-E).  
 
 
Slika 3:Analiza NaDS-PAGE s profilom proteinov sintetičnega mikro-razdelka Pdu (Parsons in sod., 2010). 
2.1.5 Interakcije med proteini PduA z PduB, PduJ, PduK in PduU  
Raziskali so interakcije, ki jih tvorijo proteini Pdu v mikro-razdelku. Interakcije med proteini 
so preučili z uporabo afinitetne kromatografije in s heksahistidinskim podaljškom 
označenim izbranim proteinom, s katerimi so ulovili in analizirali vezavne proteine. 
Ugotovili so, da le protein PduA tvori vezi s proteini PduB, PduJ, PduK, PduN in PduU, 
ostali proteini Pdu pa ne tvorijo medsebojnih povezav. Iz tega so sklepali, da je večina 
interakcij znotraj mikro-razdelka tvorjena preko poglavitnega proteina mikro-razdelka, 
proteina PduA (Parsons in sod., 2010). 
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2.2 PROTEINI ZAPISANI NA PLAZMIDU pACBSR-DL1, PROTEINA I-SCEI IN 
GAM 
Pred časom je bila razvita metoda, pri kateri s kvasno endonukleazo I-SceI znotraj bakterije 
izrežemo odsek DNA skupaj z vezanimi proteini in ga preko proteina LacI z afinitetno 
kromatografijo izoliramo iz bakterije. V metodi je uporabljen plazmid pACBSR-DL1, ki 
smo ga v študiji uporabili kot izhodni plazmid. Spodaj pojasnim vlogo nekaterih proteinov 
zapisanih na tem plazmidu (Butala in sod., 2009). 
 
Po Gramu negativne bakterije popravljajo poškodbe DNA tudi s homologno rekombinacijo. 
Pri tem je ključen proteinski kompleks RecBCD, ki s prepoznavo topih in kratkih štrlečih 
koncev DNA, ter helikazno (5' → 3' in 3' → 5') in enoverižno eksonukleazno (3' → 5') 
aktivnostjo sodeluje pri začetnih korakih homologne rekombinacije. Kompleks RecBCD 
sodeluje tudi pri obrambi pred bakteriofagi. Med pomnoževanjem bakteriofaga lambda na 
način kotalečega se kroga ta kompleks prepozna nastajajoče konkatemere. Razgradi 
novonastalo linearno DNA in s tem prepreči lizo celice. Bakteriofag v svojo obrambo 
sintetizira protein Gam, ki se veže na kompleks RecBCD in s tem inhibira njegovo aktivnost. 
Protein Gam se pojavlja v dveh oblikah, GamL (138 aminokislin, 16,1 kDa) in GamS 
(identičen obliki L, le da mu manjka prvih 43 aminokislin in je zato velik 11,4 kDa). Protein 
GamS je pogostejši in predstavlja 95 % proteina Gam v celici (Coutrt in sod., 2007). Protein 
Gam najverjetneje tvori homodimere, ki posnemajo dvoverižno DNA. Na površini so 
izpostavljeni ostanki aspartata in glutamata, ki s svojim negativnim nabojem posnemajo 
naboj fosfatnih skupin v malem žlebu DNA. Heliks H1 proteina Gam se veže na RecB in 
zasede mesto vezave dvoverižne DNA. Amino-terminalni konec proteina Gam pa se veže 
na mesto, kjer se RecB veže na 3' enoverižne DNA (Slika 4) (Wilkinson in sod., 2016).  
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Slika 4: Shematski prikaz prereza kompleksa GamS in RecBCD, protein Gam zasede mesta na proteinu RecB, 
kamor se sicer veže DNA. Protein Gam je prikazan s sekundarnimi strukturami, podenote RecC s svetlo modro, 
B z oranžno in D z zeleno barvo (prirejeno po Wilkinson in sod., 2016). 
2.3 ARABINOZNI OPERON  
Prepis genov za zgoraj navedene proteine sprožimo iz plazmida pACBSR-DL1 s pomočjo 
arabinoznega promotorja pBAD. Gen araC kodira regulatorni protein AraC, ki je regulator 
arabinoznega operona. AraC lahko deluje kot represor (v odsotnosti arabinoze) ali kot 
aktivator (v prisotnosti arabinoze). Gen araC ima protismerno zaporedje glede na ostale gene 
ara. Operon ara sestavljajo strukturni geni araB, araA in araD, ki so pod kontrolo skupnega 
promotorja pBAD. Protein AraC ima dve domeni: prva je DNA-vezavna, druga pa veže L-
arabinozo. Kadar arabinoza ni prisotna, je homodimer proteina AraC vezan na zaporedje 
operatorja in prevzame konformacijo, v kateri utiša prepis genov. Kadar pa je arabinoza 
prisotna, se ta veže na protein AraC, kateri prevzame konformacijo, ki mu omogoči 
aktivacijo promotorja pBAD ter olajša vezavo RNA-polimeraze na pBAD (Casadaban in 
sod., 1976; Herring in sod., 2003). 
 
2.4 AMINOKISLINSKI OZNAKA ZA AFINITETNO IZOLACIJO PROTEINOV 
»STREP TAG« / »TWIN STREP TAG« 
Aminokislinska oznaka »Strep tag« se uporablja za afinitetno čiščenje proteinov. Lahko se 
uporablja tudi za čiščenje rekombinantnih proteinov brez predhodnega znanja o njihovih 
biokemijskih lastnostih. Oznaka »Strep-tag« je sintetični peptid, sestavljen iz osmih 
aminokislin (Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys). Zaporedje osmih aminokislin omogoča 
afinitetno vezavo na derivat streptavidina, streptaktin. Ta vezava omogoča čiščenje 
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rekombinantnih proteinov iz vzorca, z uporabo streptaktinskih gelov ali s streptaktinom 
prevlečenih magnetnih kroglic (Schmidt in sod., 2013).  
Postopek čiščenja rekombinantnih proteinov z oznako »Strep tag« (Slika 5): 
1. Specifična vezava rekombinantnega proteina s »Strep tag« na streptaktinsko kolono. 
2. Spiranje nečistoč s fiziološko raztopino. 
3. Kompetitivna elucija; rekombinantni protein se eluira, na njegovo mesto se veže 
destiobiotin (lahko tudi biotin). 
4. Regeneracija kolone; z uporabo 4-hidroksiazobenzen-2-karboskilne kisline 
(HABA). Če je HABA vezana na streptavidin, se obarva rdeče, če ni vezana, se 
obarva rumeno. 
 
 
Slika 5: Shema čiščenja proteinov s podaljškom »Strep tag« (prirejeno po Schmidt in sod., 2013). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalje 
 Preglednica 2: Seznam v raziskavi uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec Država 
30 % akrilamid/bis-akrilamid, 19:1 Bio-Rad ZDA 
Etanol (96 %, 100 %) Carlo Erba Italija 
1,4-Ditiotreitol (DTT) Fluka Francija 
Agar Formedium VB 
Kalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) Kemika Hrvaška 
LB gojišče LLG Labware Nemčija 
2-Propanol (Izopropanol) Merck Nemčija 
3-Natrijev-citrat-dihidrat Merck Nemčija 
Reagent za lizo celic »BugBuster« Merck ZDA 
EDTA – Etilendiamintetraocetna kislina Merck Nemčija 
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) Merck Nemčija 
Kalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) Merck Nemčija 
Kalijev klorid (KCl) Merck Nemčija 
Lizocim Merck Nemčija 
L-arabinoza Merck Nemčija 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) Merck Nemčija 
Natrijev hidrksid (NaOH) Merck Nemčija 
Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Merck Nemčija 
Natrijev klorid (NaCl) Merck Nemčija 
Polietilen glikol (PEG) 20 000 Merck Nemčija 
Tris-HCl Merck Nemčija 
Agaroza Nippon Genetics Europe Japonska 
Natrijev dodecilsulfat (NaDS), SOB-Medium Roche Nemčija 
Amonijev persulfat (APS, (NH4)2S2O8 ) Serva Nemčija 
2-Merkapto-etanol Sigma ZDA 
5-Sulfosalicilna kislina dihidrat Sigma ZDA 
Ampicilin Sigma ZDA 
  se nadaljuje 
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Nadaljevanje Pregledenice 2: Seznam v raziskavi uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec Država 
Borova kislina Sigma ZDA 
Glicin Sigma ZDA 
Magnezijev klorid (MgCl2) Sigma ZDA 
TEMED (N,N,N´,N'-Tetrametiletilendiamin) Sigma ZDA 
Trizma® base (Tris-base) Sigma ZDA 
Etidijev bromid Thermo Fisher Scientific ZDA 
Nanašalni pufer za agarozno elektroforezo «DNA Gel 
Loading Dye« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
lestvice za agarozno elektroforezo, »GeneRuler 1 kb 
DNA Ladder«, »GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
lestvica za NaDS-PAGE »Novex™ Sharp Pre-stained 
Protein Standard« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Nanašalni pufer za NaDS-PAGE »NuPAGE™ LDS 
Sample Buffer (4X)« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Pufra za NaDS-PAGE »NuPAGE™ MES SDS Running 
Buffer (20X)« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Nanašalni pufer za agarozno elektroforezo »Orange 
Orange DNA Loading Dye« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Lestvica za NaDS-PAGE »PageRuler™ Plus Prestained 
Protein Ladder, 10 to 250 kDa« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Etidijev bromid Thermo Fisher Scientific ZDA 
Barvilo za NaDS-PAGE »SimplyBlue™ SafeStain«  Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
 
 
  
3.1.2 Raztopine in pufri 
Preglednica 3: Raztopine in pufri. 
Pufer Sestava 
1 × TBE 5.4% (m/V) Tris, 2.7% (m/V) borova kislina, 2% 
(V/V) 0.5M EDTA 
10 × Minimalno gojišče M9 10 g (NH4)2 SO2, 105 g K2HPO4, 45 g KH2PO4, 4.69 
g 3-Natrijev citrat dihidrat 
Agarozni gel 1 % agaroze 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 3: Raztopine in pufri  
Pufer Sestava 
Barvilo Coomassie 0.1% (m/V) Coomassie blue, 40% (V/V) MeOH, 1% 
(V/V) ocetna kislina 
Luria Bertanijevo gojišče (LB) 1% (m/V) tripton, 0.5% (m/V) kvasni ekstrakt, 1% 
(m/V) NaCl, 15 mg/mL  agar 
NaDS elektroforezni pufer 3.03% (m/V) Tris, 14.4%(m/V) glicin, 1% (m/V) 
NaDS) 
NaDS ločevalni gel, 10 % (1 mm) 3 mL akrilamid, 5.173 mL dH2O, 1.25 mL 3 M Tris, 
67 µL 10% NaDS, 500 µL 1.5% APS, 10 µL 1.5% 
TEMED 
NaDS nanašalni gel  0.6 mL akrilamid, 3.534 mL dH2O, 1.5 mL 3 M Tris, 
60 µL 10% NaDS, 300 µL 1.5% APS, 6 µL 1.5% 
TEMED 
Pufer za resuspendiranje peleta  50 mM Tris-Cl, 2mM EDTA (pH 8.0) 
Raztopina za razbarvanje Coomassie 7.5% (V/V) ocetna kislina, 10% (V/V) etanol 
3.1.3 Začetni oligonukleotidi 
Preglednica 4: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v študiji. 
Začetni 
oligonukleotid 
Zaporedje 
GamUP_SphI 5'-CAGGCATGCTAAGGAGGTTATAAAAAATGG-3' 
GamDO_NotI 5'-GCGGCGGCCGCTTATACCTCTGAATCAATATCAACCTG-3' 
Strep_UP_NotI 5'-GGCCGCAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGT 
GGTCGCACCCGCAGTTCGAGAAAGGTGGAGGTTCCGGAGGTGGATC 
GGGAGGTTCGGCGTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAAGCC-3' 
Strep_DO_XhoI 5'-TCGAGGCTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCACGCCGAACCTCCCG 
ATCCACCTCCGGAACCTCCACCTTTCTCGAACTGCGGGTGCGACCACA 
TATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTGC-3' 
Pdu_UP_NST_NotI 5'-GCGGCGGCCGCAATAATTTTGTTTAATTTAAGAAGGAGATATACA 
TATGCAACAAGAAGCGTTAGGAATGGTAG-3' 
Pdu_UP_XhoI 5'-CGCCTCGAGCCAACAAGAAGCGTTAGGAATGGTAG-3' 
Pdu_DO_BglII_Sph 5'-CAGGCATGCATGGATGGAGATCTTTATGTCCGGGTGATGGGACA 
GGC-3'  
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3.1.4 Kompleti 
Preglednica 5: Uporabljeni kompleti kemikalij. 
Komplet Proizvajalec Država 
Komplet za ligacijo linearnih fragmentov 
DNA v plazmid pJET1.2/blunt »CloneJET 
PCR Cloning Kit« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Komplet z osnovno zmesjo za verižno 
reakcijo s polimerazo »DreamTaq Green 
PCR Master Mix« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Komplet za defosforilacojo »FastAP 
Thermosensitive Alkaline Phosphatase« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Komplet za izolacijo DNA iz agaroznega 
gela »GeneJET Gel Extraction Kit« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Komplet za čiščenje linearnih fragmentov 
DNA »GeneJET PCR Purification Kit« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Komplet za izolacijo plazmidov »GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Komplet za verižno reakcijo s polimerazo 
«Phusion DNA polymerase« 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
3.1.5 Antibiotiki 
Preglednica 6:Antibiotiki. 
Antibiotiki Delovna koncentracija Proizvajalec  
Ampicilin  100 µg/mL Thermo Fisher Scientific 
Kloramfenikol 25 µg/mL Thermo Fisher Scientific 
3.1.6 Encimi 
Preglednica 7: Encimi. 
Encim Pufer Restrikcijsko mesto Proizvajalec 
SphI (PaeI) 10 × FastDigest 5'GCATG↓C3'   
3'C↑GTACG5' 
Thermo Fisher Scientific 
NotI 10 × FastDigest 5'GC↓GGCCGC3' 
3'CGCCGG↑CG5' 
Thermo Fisher Scientific 
XhoI 10 × FastDigest 5'C↓TCGAG3' 
3'GAGCT↑C5' 
Thermo Fisher Scientific 
   se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 7: Encimi 
Encim Pufer Restrikcijsko mesto Proizvajalec 
 
SacI 10 × FastDigest 5'GAGCT↓C3'   
3'C↑TCGAG5' 
Thermo Fisher Scientific 
T4 DNA Ligaza 
 
5 × Rapid ligation  Thermo Fisher Scientific 
Alkalna fosfataza 10 × FastAP pufer  Thermo Fisher Scientific 
3.1.7 Bakterijski sevi 
Escherichia coli sev DH5α (F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 
φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK–mK+), λ–) 
Escherichia coli sev BW25113 (Δ(araD-araB)567 ΔlacZ4787(::rrnB-3) λ- rph-1
 Δ(rhaD-rhaB)568 hsdR514) 
3.1.8 Plazmidi 
Plazmid pACBSR-DL1 (Butala in sod., 2009) 
Plazmid pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
Plazmid pLysE z vključkom z geni pduA, -B, -J, -K, -N,  in –U (Parsons in sod., 2010). 
3.1.9 Laboratorijska oprema 
Preglednica 8: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
aparatura za agarozno elektroforezo Amersham Pharmacia Biotech VB 
Mini submarine unit Amersham Pharmacia Biotech VB 
aparatura za NaDS-PAGE  Bio-Rad ZDA 
aparatura za PCR Mastercycler epgradient Eppendorf Nemčija 
aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene VB 
avtoklav Kambič Slovenija 
centrifuga 3-30 KS Sigma Nemčija 
centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
hladilnik +4°C Gorenje Slovenija 
hladilnik -20°C  Liebherr Nemčija 
hladinlik -80°C Ultra Low Sanyo Japonska 
magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
  se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 8: Laboratorijska oprema   
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
magnetno mešalo RET basic Ika Kitajska 
mikrovalovna pečica Gorenje Gorenje Slovenja 
pH-meter SevenMulti™  Mettler Toledo Švica 
rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization 
water bath Stovall life sciences Inc. ZDA 
sistem za koncentriranje DNA miVac DUO Büchi Švica 
spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific ZDA 
spektrofotometer Shimadzu UV-1800 Shimadzu Japonska 
tehtnica  L420 S Sartorius Nemčija 
tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100 Lab4You GmbH Nemčija 
vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Slovenija 
Control Water Baths: Model 215 Fisher Scientific ZDA 
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3.2 METODE 
3.2.1 Shematski prikaz dela 
Slika 6 prikazuje shematski prikaz izvedbe naloge. 
 
Slika 6: Shematski prikaz dela. 
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3.2.2 Priprava trdega gojišča LB z agarjem 
V 1000 mL erlenmajerico smo zatehtali 7,5 g LB (Luria-Bertani) in 4,5 g agarja ter dolili 
destilirano vodo do 300 mL. Z magnetnim mešalnikom smo raztopili LB in agar. 
Erlenmajerico smo pokrili z aluminijasto folijo in sterilizirali gojišče pri temperaturi 121 °C 
in tlaku 1,2 bara za 20 min. Po sterilizaciji smo erlenmajerico ohladili v vodni kopeli na 55 
°C. V digestoriju ob ognju smo gojišču dodali ustrezen antibiotik (Cm ali Amp) in ga razlili 
v petrijevke. Ko se je agar strdil smo plošče posušili pri 37 °C čez noč. Trdno gojišče smo 
shranili na 4 °C.  
 
3.2.3 Priprava minimalnega gojišča M9 
Za 10 × minimalno gojišče M9 smo stehtali 10 g (NH4)2SO2, 105 g K2HPO4, 45 g KH2PO4 
in 4.69 g tri-natrijev citrat dihidrat ter dolili destilirano vodo do 1000 mL. Pripravljeno 
raztopino smo sterilizirali pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara za 20 min. Gojišče smo 
shranili na 4 °C. Uporabljali smo 1 × minimalno gojišče M9. V 10 mL minimalnega gojišča 
M9 smo dodali 20 µL 20 % MgSO4, 100 µL 20 % glukoze in 5 µL Cm (kloramfenikola).  
 
3.2.4 Transformacija plazmida s fragmentom pdu 
Plazmid pPdu, ki nosi zapis za gene operona pdu (Parsons in sod., 2010), smo s toplotnim 
šokom vstavili v kompetentne celice  DH5α. Kompetentne celice (50 µL) smo vzeli iz 
zamrzovalnika, shranjene pri – 80 °C in jih odtalili na ledu za 10 min. V aseptičnih pogojih 
(v laminariju in ob gorilniku) smo 1 µL plazmida s fragmentom pdu odpipetirali v 
mikrocentrifugirko s kompetentnimi celicami. Sledila je inkubacija celic za 30 min na ledu. 
Ohlajeno mikrocentrifugirko smo izpostavili toplotnemu šoku pri 42 °C, za 90 s in za tem 2 
min inkubirali na ledu. V mikrocentrifugirko smo dodali 400 µL segretega tekočega LB 
gojišča. Celice smo dali na stresalnik (250 vrt./ min) pri 37 °C za 50 min. Po stresanju je 
sledilo centrifugiranje na 10000 g za 5 min. Odlili smo večji del supernatanta. S preostankom 
supernatanta v mikrocentrifugirki smo resuspendirali celice in suspenzijo razmazali na 
agarne plošče z dodanim kloramfenikolom. Petrijevko smo inkubirali pri 37 °C čez noč. 
Izbrali smo 3 kolonije zraslih transformant in jih ponovno nacepili na agarne plošče z 
dodanim kloramfenikolom. Precepljene plošče smo inkubirali pri 37 °C čez noč.   
 
3.2.5 Izolacija plazmida pPdu 
Precepljene transformante smo z zanko prenesli v mikrocentrifugirko in iz njih izolirali 
plazmid pPdu. Izolacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta »GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit«.  
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3.2.6 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR, ang. »polymerase chain reaction«) smo pomnožili, 
tri ključne fragmente z zapisi za gen gam, afinitetno oznako »twin strep tag« in za šest genov 
operona pdu. Za pomnoževanje smo uporabili polimerazo Phusion (Thermo Fischer 
Scientific, ZDA). Kot matrično DNA za pomnožitev odseka gam smo uporabili derivat 
plazmida pACBSR-DL1 (Butala in sod., 2009). Za pomnožitev odseka »twin strep tag« smo 
uporabili sintetično pridobljeni odsek DNA (Integrated DNA technologies, ZDA), glede na 
zaporedje afinitetnega podaljška izdelanega v podjetju IBA Lifesciences, Nemčija. Matrična 
DNA za fragment pdu je bil plazmid pPdu (Parsons in sod., 2010).  
 
V reakcijsko mešanico za PCR smo dodali ustrezen pufer, ddH2O, molekule deoksinukleozid 
trifosfat (dNTP), ustrezne začetne oligonukleotide, matrično DNA in polimerazo Phusion 
(Preglednica 9). Glede na dolžino posameznega fragmenta smo prilagodili čas podaljševanja 
DNA, upoštevali smo, da polimeraza Phusion pomnoži 1 kb v 30 s.  
 
Preglednica 9: Potek verižne reakcije s polimerazo 
Temperatura  Čas   PCR proces 
94 °C 2 min  začetna denaturacija DNA 
94 °C 15 s  denaturacija DNA 
55 °C 30 s 30 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov 
72 °C 30 s/kb  podaljševanje DNA 
72 °C 10 min  zaključno podaljševanje verig DNA 
 
3.2.7 Agarozna gelska elektroforeza 
Uspešnost pomnoževanja DNA po PCR smo preverili z agarozno gelsko eletroforezo. Gel 
smo pripravili tako, da smo zatehtali agarozo in ji dolili 1 × pufer TBE. Agarozo smo 
raztopili v mikrovalovni pečici. Tekočemu gelu smo dodali etidijev bromid (0,025 ng/mL) 
in ga razlili v nosilec z glavniki ter počakali da se strdi. Uporabili smo različne koncentracije 
agaroznih gelov od 0,8 do 1,2 %, odvisno od velikosti fragmentov. 
 
3.2.8 Izolacija ustreznih fragmentov iz agaroznega gela  
Vsak pomnožen fragment je imel različno velikost (Gam = 417 bp, twin strep tag = 132 bp, 
Pdu_NST = 2638 bp, Pdu = 2638 bp). Iz agaroznega gela smo izrezali ustrezne fragmente 
in jih očistili po navodilih proizvajalca kompleta »GeneJET Gel Extraction Kit«.  
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3.2.9 Kloniranje fragmentov gam, twin strep tag, pdu v plazmid pJET1.2 
Vsak fragment posebej gam, twin strep tag in pdu smo vstavili v plazmid pJET1.2. 
Kloniranje smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta »CloneJET PCR Cloning Kit«. 
Pripravili smo reakcijsko mešanico z 0,25 µL pJET1.2, 0,25 µL T4 ligaze, 1 µL ustreznega 
pufra, 3,5 µL posameznega fragmenta. Ligacijsko mešanico smo inkubirali pri 22 °C za 25 
min. Sledila je transformacija v kompetentne celice DH5α. Celice smo razmazali na 
ampicilinske plošče in jih gojili pri 37 °C čez noč. 
  
Naslednji dan smo za vsak fragment naključno izbrali tri transformate in jih nacepili na 
ampicilinske plošče do posameznih kolonij. Iz precepljenih transformant smo izolirali 
plazmidno DNA z vstavljenimi fragmenti.  
 
3.2.10 Restrikcija z restrikcijskimi encimi 
Uporabili smo različne restrikcijske encime; SphI, XhoI, NotI, SacI. Izhodni plazmid 
pACBSR-DL1 smo rezali z encimom SphI (Slika 7). Vsak odsek DNA, ki smo ga želeli 
vključiti v tako pripravljen vektor, smo posebej izrezali iz derivatov plazmida pJET-a z 
restrikcijski encimi, ki so nam omogočili pravilno rezane lepljive konce posameznih 
fragmentov, za sintezo končnega plazmida pACBSR-DL1-Pdu ali pABSR-DL1-Pdu-Strep. 
Imeli smo dva različna  fragmenta pdu. Poleg ostalih šestih genov operona pdu, prvi odsek 
ni vključeval zapisa za produkt gena pduA sklopljenim na amino-terminalnem koncu z 
afinitetno oznako »twin strep tag«, drugi pa je vključeval gen za sklopljeni protein Gam. 
Shematski prikaz restrikcijskih mest za pripravo ustreznega vključka je prikazan na slikah 8 
in 9.  
 
Restrikcijo fragmentov smo preverili z gelsko elektroforezo. Z encimom SphI smo rezali 
tudi plazmid pACBSR in ga defosforilirali, da smo preprečili zlepljenje samega plazmida. 
Na spodnji sliki 7 je prikazan shematski prikaz rezanega plazmida.  
 
 
Slika 7: Rezan plazmid pACBSR. 
3.2.11 Reakcija ligacije 
Ligacija je proces zlepljanja dveh ali več molekul DNA preko fosfodiesterske vezi. Ligirali 
smo posamezne fragmente in sintetizirali dva rekombinantna plazmida pACBSR-DL1-Pdu-
Strep in pACBSR-DL1-Pdu. V prvi plazmid smo ligirali fragmente gam, twin strep tag in 
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pdu. V drugi plazmid smo ligirali samo fragmenta gam in pdu. Za uspešnost ligacije smo 
zagotovili ustrezno množinsko razmerje med posameznimi fragmenti in plazmidom. V 
mikrocentrifugirko z ligacijsko mešanico smo dali: ustrezno rezane fragmente, rezan 
plazmid, ustrezni pufer in encim DNA-ligazo T4. Mikrocentrifugirko smo inkubirali pri 
22 °C za 25 min. Po inkubaciji smo izvedli transformacijo v kompetentne celice DH5α. Na 
spodnji shemi so prikazani posamezni fragmenti z ustreznimi restrikcijskimi mesti, ki smo 
jih ligirali. Za preverjanje ustreznosti zaporedja nukleotidov smo plazmid poslali na 
sekvenciranje (Microsynth, Švica). 
 
 
Slika 8: Priprava vključka za sintezo plazmida pACBSR-DL1-Pdu-Strep. Označeni so fragmenti DNA z geni 
za sintezo proteinov / peptidov Gam, »Twin strep tag« in operona pdu. 
 
Slika 9: Priprava vključka za sintezo plazmida pACBSR-DL1-Pdu. Označeni so fragmenti DNA z geni za 
sintezo proteinov Gam in operona pdu. 
 
3.2.12 Gojenje bakterij v minimalnem gojišču M9 
Pripravili smo si tri epruvete s po 10 mL minimalnega gojišča M9 s kloramfenikolom in tri 
erlenmajerice s po 500 mL minimalnega gojišča M9. V dve epruveti smo inokulirali 
kompetentne celice DH5α z vstavljenim derivatom plazmida pACBSR-DL1 in v eno 
epruveto (negativno kontrolo) smo inokulirali samo kompetentne celice DH5α z izhodiščnim 
plazmidom pACBSR. Celice smo gojili na stresalniku (250 vrt./min) pri 37 °C čez noč. V 
vsako erlenmajerico smo dodali 10 mL prekonočnih celic in jih ponovno gojili na stresalniku 
(250 vrt./min) pri 37 °C. Vsako uro smo izmerili koncentracijo bakterij v gojišču s 
spektrofotometrom. Merili smo optično gostoto pri valovni dolžini 600 nm. Ko so celice 
dosegle vrednost A600 = 0,33, smo dodali 0,4 % (m/V) L-arabinoze za sprožitev prepisa 
genov iz derivata plazmida pACBSR-DL1-Pdu. Indukcijo celic v prvi erlenmajerici smo 
ustavili po 1 h. Celice v drugi erlenmajerici in v negativni kontroli smo inducirali čez noč. 
Rast induciranih celic z L-arabinozo smo ustavili tako, da smo celice centrifugirali 15 min 
na 8000 g pri 4 °C.  
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3.2.13 Izolacija proteinov 
Lizo bakterij smo izvedli z reagentom »BugBuster« (Merck, ZDA). Nato smo mikro-
razdelek očistili z gradientnim centrifugiranjem, kot je navedeno v preglednici 10.  
 
Preglednica 10: Izolacija mikro-razdelkov iz producentskih bakterij. 
Postopek Izvedba  
Resuspendiranje peleta 5 mL/g celic BugBaster 
Dodamo lizocim 1 mg/mL 
Stresanje celic (250 vrt./min) 20 min pri 25 °C  
Dodatek soli 12,5 mM MgCl2 in 500 mM KCl 
Centrifugiranje 20000 g, 30 min, 4 °C 
Resuspendiranje peleta 1 mL Tris-HCl/EDTA 
Centrifugiranje 16000 g, 10 min, 4 °C 
 
Za analizo proteinov smo uporabili supernatant po drugem centrifugiranju.  
 
3.2.14 NaDS-PAGE elektroforeza 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevga dodecilsulfata (NaDS-PAGE) 
smo uporabili za določanje velikosti proteinov. Manjši proteini potujejo v električnem polju 
hitreje, kakor proteini večjih molekulskih mas. Za elektroforezo smo si pripravili dva 12 %-
na gela. Najprej smo v model vlili ločevalni gel in ko se je le-ta strdil, smo nanj vlili še 
nanašalni gel. Strjen gel smo postavili v aparaturo za NaDS-PAGE elektroforezo in dolili 
elektroforezni pufer NaDS. Elektroforeza je potekala pri konstantni napetosti 180 V za 45 
minut. Pred nanosom na gel smo vzorce denaturirali s 5 minutnim kuhanjem pri 100°C. 
Sledilo je kratko centrifugiranje. V vzorce (20 µL supernatanta po drugem centrifugiranju) 
smo pred kuhanjem dodali 6,5 µL nanašalnega pufra NuPAGE in 2,5 µL (0.1 M) DTT za 
prekinitev morebitnih disulfidnih vezi. Enake količine vzorca smo uporabili tudi za 
negativno kontrolo. Po elektroforezi smo gel barvali s SimplyBlue Safe Stain in QC 
Colloidal Coomasie Stain. 
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3.2.15 Programska oprema 
Za pripravo plazmidnih map smo uporabili programsko opremo Vector NTI Advance 
Software, version 11.5, Thermo Fisher Scientific, ZDA. 
 
Za poravnavo dveh nukleotidnih zaporedij smo uporabili bioinformatsko orodje BLASTn 
(Basic Local Alignment Search Tool, NCBI).  
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4 REZULTATI 
4.1 SESTAVLJANJE KONSTRUKTA pACBSR-DL1 
Za izdelavo plazmidnih konstruktov za sintezo mikro-razdelka z ali brez oznake »strep-tag« 
smo najprej pripravili mapi plazmidov, ki sta nam služili kot načrt pri kloniranju. Kot skelet 
za izgradnjo plazmidnih konstruktov smo uporabili plazmid pACBSR-DL1, ki nosi zapise 
za proteine, kateri omogočijo izvedbo metode za izolacijo nukleoproteinskih kompleksov. 
Izhodni plazmid ima zapis za odpornost proti antibiotiku kloramfenikolu, pod kontrolo 
arabinoznega promotorja (pBAD) pa ima zapis za kvasno endonukleazo I-SceI in protein 
Gam bakteriofaga lambda, ki inhibira delovanje nukleaz gostitelja in prepreči razgradnjo 
prostih fragmentov dvoverižne DNA v bakteriji. Navzgor in navdol od gena gam se nahaja 
zaporedje za restrikcijski encim SphI. Ti dve restrikcijski mesti na plazmidu smo izkoristili 
za vstavitev s SphI rezanega operona pduA. Pripravili smo dve različici fragmenta pdu: brez 
oznake »strep-tag« (pdu_NST) in z oznako »strep-tag« (pdu_XhoI) sklopljenim s 5`- koncem 
gena pduA (Sliki 10 in 11). Za genom pduA si sledijo še naslednji geni: pduB, pduJ, pduK, 
pduN, pduU.  
 
 
 
 
Slika 10: Mapa plazmidnega konstrukta pACBSR-DL1-Pdu-Strep. Z rdečimi puščicami so označena 
promotorska področja. Oranžne puščice prikazujejo pozicije in velikosti genov na plazmidu in nosijo oznake 
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za produkte teh genov. Geni so izrisani v merilu. Oznaka bp označuje bazni par. »Twin strep tag« 
aminokislinski podaljšek, ki omogoča afinitetno izolacijo proteina PduA. 
 
Slika 11: Mapa plazmidnega konstrukta pACBSR-DL1-Pdu. Z rdečimi puščicami so označena promotorska 
področja. Oranžne puščice prikazujejo pozicije in velikosti genov na plazmidu in nosijo oznake za produkte 
teh genov. Geni so izrisani v merilu. Oznaka bp označuje bazni par. 
 
4.1.1 Pomnoževanje fragmentov DNA z zapisom za gen gam, podaljšek »twin strep 
tag« in operon pdu z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
Konstrukta (Sliki 10 in 11) iz izhodnega plazmida pACBSR-DL1 smo sestavljali v več 
korakih. Izbrali smo nabor restrikcijskih encimov, ki ne režejo vključkov ali plazmida 
pACBSR-DL1 (izbrani encimi so navedeni v poglavju Materiali in metode). Prepoznavna 
mesta za te encime smo dodali 5`- ali 3`- koncem začetnih oligonukleotidov, ki smo jih 
uporabili v reakciji PCR za namnožitev fragmentov DNA. V naslednjem koraku smo s PCR 
pomnožili fragmente z zapisom za gen gam, oznako »twin strep tag« ali operon pdu (Slika 
12). Da smo lahko pripravili oba zgoraj shematsko prikazana plazmida, smo operon pdu 
pripravili z dvema paroma začetnih oligonukleotidov, da pridobimo fragment z 
restrikcijskima mestoma, ki omogočita nadaljnjo pripravo konstruktov. Za pomnoževanje 
fragmentov smo uporabili polimerazo Phusion, ker je natančna in omogoča pomnoževanje 
odsekov DNA v velikosti do 20.000 bp. Ustreznost pomnožkov smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo. Iz agaroznega gela smo ustrezne fragmente izolirali in jih očistili po 
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navodilih proizvajalca s kompletom »GeneJET Gel Extraction Kit«. Pomnoževanje 
fragmentov je bilo uspešno, razen za fragment »twin strep tag«. 
 
Razultati pomnoženih fragmentov proteina Gam in dvh različic fagmenta za proteine Pdu 
(vsaka različica ima različna restrikcijska mesta). 
 
 
 
 
Slika 12: Na agaroznem gelu smo v linijo 1 in 2 vnesli standard »1 kb« ali »100 bp DNA Ladder« 
(ThermoFischer Scientific, ZDA). Linija 3, pomnožen fragment z genom za protein Gam (417 bp). Lisi 4 in 5 
sta pomnožena fragmenta pdu_NST in pduXhoI (2638 bp).  
 
4.1.2 Kloniranje fragmenta gam in pdu v plazmid pJET1.2 
V naslednjem koraku smo vsak fragment posebej - gam, pdu_NST ali pdu_XhoI - ligirali v 
plazmid pJET1.2. Polimeraza Phusion naredi lepljive konce pomnožkov, katere smo lahko 
tako direktno ligirali v plazmid pJET1.2, ki ima v linearni obliki prav tako lepljive konce. 
Plazmidne konstrukte smo namnožili v sevu DH5α in jih poslali na sekvenciranje 
(Microsynth, Švica). Vsi fragmenti, ki smo jih izrezali iz tako pripravljenega plazmidnega 
konstrukta, so bili tako zagotovo rezani na obeh koncih. 
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4.1.3 Rezanje fragmenta Gam in Pdu iz derivatov plazmida pJET1.2 
Fragmente smo izrezali iz derivatov plazmida pJET1.2, kot je navedeno zgoraj. Na slikah 
13, 14 in 15 so prikazani profili plazmidne DNA po rezanju z encimi SphI, NotI oziroma 
XhoI. Potrdili smo ustreznost velikosti izrezanih fragmentov. DNA odsek z genom gam je 
pričakovano velik 417 bp, fragmenta pdu_NST in pdu_XhoI pa sta velika 2638 bp.  
 
Rezultati restrikcije fragmenta gam iz plazmida pJET1.2. 
 
 
 
Slika 13: Restrikcija fragmenta z genom gam iz plazmida pJET1.2 z restrikcijskima encimoma SphI in Not. 
V linijo 1 smo vnesli standard »1 kb DNA Ladder« (ThermoFischer Scientific, ZDA), v linijo 2 pa plazmid 
pJET z rezanim fragmentom z zapisom za protein Gam. 
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Rezultati restrikcije fragmenta pdu_NST iz plazmida pJET1.2. 
 
 
Slika 14: Restrikcija fragmenta pdu_NST (2638 bp) iz plazmida pJET1.2 (2974 bp) z restrikcijskima 
encimoma NotI in SphI. V linijo 1 smo vnesli standard »1 kb DNA Ladder« (ThermoFischer Scientific, 
ZDA), v linijo 2 pa plazmid pJET z rezanim fragmentom pdu.  
Rezultati restrikcije fragmenta pdu_XhoI iz plazmida pJET1.2 
 
 
Slika 15: Restrikcija fragmenta pdu_XhoI (2638 bp) iz plazmida pJET1.2 (2974 bp) z restrikcijskima 
encimoma XhoI in SphI. V linijo 1 smo vnesli plazmid pJET z rezanim fragmentom pdu_XhoI. V linijo 2 in 
3 smo vnesli standard »1 kb« ali »100 bp DNA Ladder« (ThermoFischer Scientific, ZDA).  
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Na koncih rezane fragmente smo ligirali med seboj in naknadno pomnožili kot je navedeno 
v poglavju Material in metode. Sintetizirali smo dva fragmenta, oba sta vključevala gen za 
protein Gam in komponente operona pdu, enemu izmed fragmentov pa smo dodali še 
podaljšek »twin strep tag« navzgor in znotraj bralnega okvira gena pduA (Slika 10). Tvorba 
slednjega fragmenta z zapisom gam, twin strep teg in pdu ni uspela. Uspešno pa smo 
pridobili odsek združenih gena gam in operona pdu. Velikost sintetiziranega fragmenta je 
3055 bp (Slika 16). Ta fragment smo izolirali iz gela in ga čistili po navodilih proizvajalca 
kompleta »GeneJET Gel Extraction Kit« (ThermoFischer Scientific, ZDA). 
 
Dokaz pridobitve fragmenta gam-pdu. 
 
 
 
Slika 16: Dokaz pridobitve fragmenta gam-pdu. Z agarozno gelsko elektroforezo smo določili čistost in 
velikost pridobljenega odseka DNA z zapisom za protein Gam in operonom pdu (linija 2, označen s puščico). 
V linijo 1 smo vnesli DNA standard (ThermoFischer Scientific, ZDA). 
 
Sintetiziran fragment gam-pdu smo ligirali v plazmid pJET1.2 in derivat namnožili v 
bakterijskem sevu DH5α. Po izolaciji plazmidnega konstrukta smo na plazmidu izvedli 
restrikcijo z restrikcijskim encimom SphI in izrezali sub-kloniran fragment. Velikost 
kloniranega fragmenta (3055 bp) je skoraj enaka velikosti pJETa (2974 bp). Zaradi zelo 
podobne velikosti dveh lis (blizu 3000 bp) smo v restrikcijo vključili še encim SacI, ki ne 
reže v vključku, ampak le v plazmidu pJET1.2. Encim SacI reže plazmid na dva fragmenta 
velikosti 2100 bp in 874 bp. Tako smo ločili rezani vektor od izrezanega vključka. Rezultati 
restrikcije so prikazani na sliki 17. 
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Rezultati restrikcije fragmenta gam-pdu iz plazmida pJET1.2. 
 
 
 
Slika 17: Izrezovanje fragmenta gam-pdu iz plazmida pJET1.2. Z agarozno gelsko elektroforezo smo določili 
velikost pridobljenega fragmenta gam-pdu (linija 2, označen s puščico v velikosti ~3000 bp). Z restrikcijo 
encima SacI smo rezali plazmid pJET1.2, na velikost fragmenta ~2100 in ~870 bp. S tem smo omogočili, da 
ni plazmida pri 3000 bp. V linijo 1 smo vnesli DNA standard (ThermoFischer Scientific, ZDA). 
 
Z restrikcijsko analizo smo preverili ustreznost pridobljenega fragment, ki nosi zapis za 
protein Gam in komponente operona pdu. Uporabili smo encim NotI, ki nam je omogočal 
sklopitev fragmenta gam s fragmentom z operonom pdu. Ustreznost odseka DNA smo 
potrdili, saj smo po restrikciji z NotI dobili fragment velikosti pod 500 bp, kar ustreza 
velikosti fragmenta gam. Drugi fragment je bil v velikosti med 2500 in 3000 bp, kar pa 
ustreza velikosti DNA s pdu. Rezultati so prikazani na sliki 18.  
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Dokaz pridobitve fragmenta gam-pdu.  
 
 
 
Slika 18: Dokaz pridobitve fragmenta gam-pdu. Z restrikcijo encima NotI smo dokazali prisotnost fragmenta 
gam-pdu. V linijo 3 smo nanesli rezan fragment, ki je razpadel na pdu (2638 bp) in gam (417 bp). V linijo 2 
smo vnesli sintetiziran fragment gam-pdu (3000 bp).  V linijo 1 smo vnesli 1 kbp DNA standard 
(ThermoFischer Scientific, ZDA).  
 
Sintetiziran fragment gam-pdu smo ligirali v plazmid pACBSR-DL1, predhodno rezan z 
encimom SphI. Tako pripravljeni plazmid smo po potrditvi ustreznosti nukleotidnega 
zaporedja vključka (rezultati so prikazani v Prilogi) transformirali v bakterijski sev 
BW25113, izhodni sev zbirke Keio. S sekvenciranjem (Mycrosinth, Švica) smo potrdili 
pravilno usmeritev vključka v plazmidu, da je omogočen prepis genov na vključku iz 
promotorja pBAD.  
 
4.1.4 Sprožitev sinteze mikrorazdelka v bakteriji E. coli 
Sintezo prepisa genov za komponente mikro-razdelka Pdu smo sprožili z dodatkom 0,4% L-
arabinoze eksponentno rastoči kulturi bakterije E. coli, kot je navedeno v poglavju Material 
in metode. Kulturo smo po indukciji pustili rasti še nadaljnjo uro ali preko noči. Uspeli smo 
pripraviti le plazmidni konstrukt za mikro-razdelek, ki ne vsebuje aminokislinskega ozanke 
»twin-strep-tag«, preko katerega bi lahko izolirali mikro-razdelke z afinitetno 
kromatografijo. Posledično smo za izolacijo mikro-razdelka iz lizata kulture bakterij 
uporabili gradientno centrifugiranje. Po izolaciji smo izvedli analizo poliakrilamidne gelske 
elektrofoereze v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata, s katero smo izolirane proteine ločili 
glede na njihovo molekulsko maso. Slika 19 prikazuje izolat, pridobljen iz kulture, rasle po 
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indukcij za eno uro in preko noči. Po izolaciji z gradientnim centrifugiranjem smo pridobili 
številne proteine, izmed katerih je najmočnejša lisa pri velikosti ~10 kDa, kar nakazuje na 
prisotnost proteina PduA (molekulska masa 9,59 kDa). Rezultati proteinov so bili podobni 
med tistimi, ki so bili inducirani z L – arabinozo čez noč in tistimi za eno uro. Po eni uri 
indukcije je le koncentracija proteinov manjša. Velika verjetnost je, da so v izolatu prisotni 
tudi ostali proteini, ki sestavljajo mikro-razdelek Pdu.  
 
 
 
 
 
 
Slika 19: Analiza izolacije mikro-razdelka Pdu z NaDS-PAGE na 12 % poliakrilamidnem gelu. V linijo 
številka 1 je bil vnešen standard; proteinska lestvica, v linijo številka 2 supernatant po drugem 
centrifugiranju, čez noč induciranih bakterij z L – arabinozo. Pod številko 3 negativna kontrola, supernatant 
po drugem centrifugiranju pridobljen iz bakterije, ki ne nosi zapisa za mikro-razdelek Pdu. V linijo številka 4 
smo nanesli supernatant po drugem centrifugiranju, po eni uri inducirnaja z L - arabinozo.  
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5 RAZPRAVA  
Evkarionti tvorijo organele, v katerih potekajo metabolne aktivnosti ločene od preostalih 
procesov v celici. Tudi nekatere bakterije so sposobne tvoriti organelom podobne strukture, 
tako imenovane bakterijske mikro-razdelke, v katerih potekajo različni metabolni procesi 
(Cheng in sod., 2008). Zaradi tega se bakterijski mikro-razdelki imenujemo tudi 
metabolosomi. Eden najbolj znanih metabolosomov je Pdu, v katerem poteka pretvorba 
molekule 1,2-propandiol. Metabolosom Pdu ima skelet iz sedmih proteinov Pdu (Cheng in 
sod., 2008; Tanaka in sod., 2008; Yeates in sod., 2008).  
 
Sintetizirali smo derivat plazmida pACBSR-DL1 za sintezo proteinskega mikro-razdelka. 
Osnovni plazmid za kloniranje je pACBSR-DL1 in izhaja iz raziskave Butale in sodelavcev 
(2009). Plazmid ima zapis za odpornost proti antibiotiku kloramfenikol in zapis za protein 
Gam bakteriofaga lambda. Ta se veže na dvoverižno DNA in inhibira delovanje nukleaz 
gostitelja ter prepreči razgradnjo prostih fragmentov dvoverižne DNA v bakteriji (Murphy, 
2007). Protein Gam so prvič vstavili v plazmid pACBSR v raziskavi Herring in sodelavci 
(2003), kjer je bil fragment gam sestavni del fragmenta »Red genes« bakteriofaga lambda. 
Navzgor od nukleotidnega zaporedja za protein Gam je zapis za kvasno endonukleazo I-
SceI. Ta proteina omogočita sprostitev in stabilizacijo nukleoproteinskega kompleksa v 
bakteriji, kar bo uporabno v nadaljnjih študijah. Zgoraj omenjena gena sta pod kontrolo 
arabinoznega operona, ki omogoči sprožitev prepisa genov po dodatku L-arabinoze v 
gojišče. Izhodni plazmid je imel dve restrikcijski mesti za encim SphI, prvo tik navzgor in 
drugo tik navzol od gena gam. S pomočjo encima SphI smo v plazmid vstavili operon pduA 
in nadomestili izrezan fragment gam (Butala in sod., 2009). Na tem operonu so zapisani geni 
za proteine Pdu (PduA, PduB, PduJ, PduK, PduN, PduU), ki sintetizirajo proteinski mikro-
razdelek. V raziskavi so Parsons in sodelavci (2010) uporabili 21 genov operona pdu iz 
bakterije Citrobatcter freudii in sintetizirali operon, ki je vseboval zapis samo za gene pdu, 
ki so sintetizirali esencialne proteine za sintezo mikro-razdelka. Esencialni proteini so PduA, 
PduB, PduJ, PduK, PduN. Ugotovili so, da proteina PduT in PduU nista esencialna, saj se je 
brez njune prisotnosti sintetiziral mikro-razdelek. Glede na njihove izsledke smo v plazmid 
vstavili gene za vse esencialne proteine in PduU. Neesencialen protein PduU smo vključili 
v tvorbo mikro-razdelka, saj so v drugi raziskavi Crowley in sodelavci (2008) ugotovili, da 
je pomemben za oblikovanje miko-razdelka. Vendar so ti raziskovalci operon pdu 
sintetizirali v drugi vrsti, bakteriji Salmonella enterica.  
 
V svoji raziskavi so Parsons in sodelavci (2010) operon pdu vstavili v plazmid pLysE in ga 
transformirali v kompetentne celice E. coli K12. V našem primeru smo enak operon pdu 
vstavili v plazmid pACBRS-DL1 in ga transformirali v kompetentne celice DH5α, ki je 
drugačen od seva E. coli K12, kot je bil predhodno uporabljen v drugih raziskavah. Sintezo 
mikro-razdelka smo sprožili z dodatkom L-arabinoze v gojišče.  
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Z uporabo različnih molekulskih metod smo potrdili prvo hipotezo, za katero smo 
predpostavljali; da se v plazmidni vektor vstavi operon pdu, velik več kot 2500 bp iz 
bakterije C. freudii, vektor pa transformira in pomnoži v bakteriji E. coli. Hipotezo smo 
potrdili, saj nam je uspelo operon pdu klonirati v vektor pACBSR-DL1. S tem smo tudi 
potrdili zaključke raziskave Parsonsa in sodelavcev (2010). 
 
Namen je bil sintetizirati dva plazmidna konstrukta, pACBSR-DL1-Pdu-Strep in pACBSR-
DL1-Pdu. Uspešno smo sintetizirali pACBSR-DL1-Pdu, saj nam ni uspela ligacija treh 
fragmentov gam, pdu, »twin strep tag«. Rekombinantna plazmida smo sintetizirali z uporabo 
različnih molekularnih metod. Uporabili smo verižno reakcijo s polimerazo (PCR) za 
pomnožitev fragmentov gam, pdu, »twin strep tag«. Prva dva fragmenta smo uspešno 
pomnožili, fragmenta »twin strep tag« pa ne. Vzrok za to je verjetno ponovljeno nukleotidno 
zaporedje znotraj odseka DNA. Oznaka »Twin strep tag« ima namreč dvakrat ponovljeno 
zaporedje »Strep tag«, pri verižni reakciji s polimerazo (PCR) pa je eden od začetnih 
oligonukleotidov nalegal na začetku in v sredini, tako da fragmenta nismo mogli pomnožiti 
v celoti. To smo opazili šele po sekvenciranju. Nastali produkt je bil manjši od 100 baznih 
parov, pričakovali pa smo fragment velikosti 132 baznih parov. Ker odseka »twin strep tag« 
pod uporabljenimi pogoji nismo uspeli pomnožiti, smo odsek DNA z zaporedjem za »twin 
strep tag« naročili (Sigma).  
 
Pripravili smo dva različna fragmenta pdu. Obe različici DNA sta vključevali šest genov 
operona pdu, razlikovali pa sta se v restrikcijskih mestih na koncih fragmeta. Fragment 
pdu_NST smo rezali z encimoma NotI in SphI, drugi fragment, pdu_XhoI, pa z XhoI in SphI. 
Prvi fragment smo ligirali s fragmentom gam, ki je bil rezan z encimoma NotI in SphI. Drugi 
fragment pa smo ligirali s sintetičnim odsekom »twin strep tag«, ki je imel na 3`- koncu 
restrikcijsko mesto za encim XhoI ter na njegov 5`- konec dodali gen gam.  
 
Pomnožene fragmente gam ali po eno različico fragmenta pdu smo uspešno klonirali v 
plazmid pJET1.2. Fragmente smo iz plazmida pJET1.2 izrezali z ustreznimi restrikcijskimi 
encimi in tako pridobili fregmente DNA z ustrezno rezanima terminalnima koncema. V tem 
koraku smo imeli težave z izgubljanjem množine DNA, saj smo po vsaki restrikciji čistili 
fragmente po navodilih proizvajalca s kompletom »GeneJET PCR Purification Kit«.  
 
Uspelo nam je pridobiti odsek pdu_NST. Ligacija treh fragmentov gam, »twin strep teg« in 
pdu pa ni uspela. Najverjetneje bi morali optimizirati koncentracijsko razmerje med 
fragmenti. Za nadaljnje raziskave bi lahko fragment »twin strep teg« vstavili v že sintetiziran 
rekombinanten plazmid pACBSR-DL1-Pdu. 
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Sintetiziran fragment gam, pdu smo klonirali v rezan in defosforiliran plazmid pACBSR-
DL1. Usteznost plazmida pACBSR-DL1-Pdu smo dokazali s sekvenciranjem vključka. 
Zaradi dolžine vključka smo potrebovali tri začetne oligonukleotide, da smo pokrili celotno 
zaporedje vključka in s primerjavo z originalnim zaporedjem dokazali, da smo pripravili 
plazmid za sintezo proteinskega mikro-razdelka.  
 
Druga hipoteza, ki smo si jo zastavili predpostavlja, da lahko mikro-razdelek Pdu bakterija 
E. coli sintetizira že v eni uri po sprožitvi prepisa genov operona pdu. Te hipoteze ne moremo 
potrditi v celoti, saj z analizo na poliakrilamidni gelski elektroforezi v prisotnosti natrijevega 
dodevilsulfata nismo pridobili vseh proteinov, ki sintetizirajo mikro razdelek. Bakterije z 
rekombinantnim plazmidom pACBSR-DL1-Pdu smo tretirali z L-arabinozo za eno uro ali 
čez noč. Ugotovili smo, da je po eni uri induciranja z L-arabinozo (v supernatantu po drugem 
centrifugiranju) opaziti protein, ki bi potencialno lahko bil protein PduA, saj smo izolirali 
protein molekulske mase ~10 kDa. Enake rezultate smo dobili tudi v vzorcu, katerega 
bakterije so bile predhodno inducirane čez noč. V negativni kontroli, t.j. bakterijski kulturi 
brez operona pdu, pa nismo dobili proteinov pri 10 kDa (Slika 19). Rezultate smo primerjali 
z rezultati iz raziskave Parsonsa in sodelavcev (2010), kjer so pri enaki molekulski masi 
dokazali prisotnost proteina PduA v gelu. Molekulska masa PduA je 9,59 kDa, iz česar lahko 
sklepamo, da smo izolirali vsaj PduA. PduA je v mikro-razdelku v najvišji koncentraciji, kar 
je pomembno, saj sintetizira skoraj celoten del proteinskega mikro-razdelka. Tvori 
heksamerne podenote, ki sestavljajo osnovno ogrodje (Parsons, 2010; Crowley in sod., 
2008). Podobne rezultate so dobili tudi v raziskavi Lehman in sodelavci (2017) in tudi Graf 
in sodelavci (2018). Za prihodnje raziskave je potrebno izboljšati metodo izolacije mikro-
razdelka, da bi temeljila na afinitetni kromatografiji. Ker smo izolacijo proteinov izvedli z 
ultracentrifugiranjem, smo na gelu opazili tudi celične proteine in ne samo proteine Pdu.  
 
V raziskavah so dokazali, da sevi E. coli tvorijo pravilno obliko in popolnoma funkcionalne 
proteinske mikro-razdelke Pdu. Za nadaljnje raziskave predvidevamo, da se bo s povečano 
sintezo proteinskega mikro-razdelka v E. coli, spremenila oblike mikro-razdelka. Naravna 
oblika mikro-razdelka je ikozaedrična (Crowley in sod., 2008). Parsons in sodelavci (2010) 
so ugotovili, da ob nakopičenju proteinskih mikro-razdelkov v E. coli lahko pride do 
spreminjanje oblike mikro-razdelka. Tako bi bilo ustrezno, da bi obliko miko-razdelka Pdu 
proučiom tudi s presevnim elektronskim mikroskopom (TEM).  
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6 SKLEPI 
• Pomnožili smo fragmenta gam in pdu z verižno reakcijo s polimerazo (PCR). Nismo 
pomnožili fragmenta »twin strep tag«. 
• Pomnožena fragmenta smo klonirali v pJET1.2/blunt. 
• Sintetizirali smo rekombinanten plazmid pACBSR-DL1-Pdu za sintezo proteinskega 
mikro-razdelka. Nismo sintetizurali rekombinatnega plazmida pACBSR-DL1-Pdu-
aStrep. 
• Po eni uri induciranja z L-arabinozo smo opazili protein, ki bi potencialno lahko bil 
protein PduA, saj ima molekulsko maso ~10 kDa. Enake rezultate smo dobili tudi v 
vzorcu z inducijo L-arabinoze čez noč.    
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7 POVZETEK 
Sintezna biologija izkorišča znanja molekularne biologije za spreminjanje nukleotidnih 
zaporedij genomov organizmov ali plazmidnih konstruktov in s tem omogoča sintezo 
želenega produkta. Evkariotske celice tvorijo organele, kar je v literaturi najpogosteje 
omenjena razlika napram prokariontom. Vendar pa tudi nekateri prokarionti tvorijo 
bakterijske mikro-razdelke. Na primer bakterija C. freudii ima sposobnost sinteze posebnih 
bakterijskih mikro-razdelkov imenovanih Pdu. Ta mikro-razdelek vključuje encime za 
razgradnjo 1,2-propandiola.  
 
Glavni namen naloge je bil sintetizirati sintetični miko-razdelek na osnovi genov za sintezo 
bakterijskega mikro-razdelka Pdu iz bakterije C. freudii v bakteriji E. coli. V ta namen smo 
pripravili plazmidni mapi za sintezo dveh derivatov plazmida pACBSR-DL1. Izhodni 
plazmid je bil izbran, ker vključuje pod arabinoznim promotorjem gen za kvasno 
endonikleazo I-SceI in gen za protein Gam. Ta proteina nam omogočita izrez in stabilizacijo 
izbranega odseka DNA v bakteriji. Namen nadaljnjih raziskav je namreč vključiti izbrani 
odsek DNA v mikro-razdelek za izolacijo nukloproteinskih kompleksov. Glede na 
raziskavo, ki so jo izvedli Parsons in sodelavci leta 2010, smo pridobili plazmid z zaporedji 
šestih genov, katerih produkti omogočijo sintezo proteinskega mikro-razdelaka Pdu. Namen 
dela je bil pripraviti plazmidni konstrukt iz katerih bi ob dodatku L-arabinoze sprožili 
nastanek mikro-razdelka označenega ali neoznačenega z afinitetno oznako »twin strep tag«.  
 
Rekombinanten plazmid smo sintetizirali z uporabo različnih metod. Na začetku smo 
pomnožili in izolirali posamezne fragmente: gam, pdu in »strep tag«. Te fragmente smo 
klonirali v plazmid pJET1.2. Kloniranje smo izvedli z namenom, da bi ob rezanju iz 
derivatov pJET1.2 vsi izrezani odseki DNA imeli lepljive konce. Uporabili smo restrikcijske 
encime SphI, NotI in XhoI. Z restriktazami smo si zagotovili nastenek ustrezno rezanih 
lepljivih koncev fragmentov. Lepljivi konci so bili osnova za reakcijo ligacije. Uspešno smo 
pripravili plazmid z zapisom za proteine Gam in PduA, -B, -J, -K, -N in –U, vendar nismo 
uspeli pripraviti plazmida, ki bi imel afinitetno označen »twin-strep-tag«-PduA. 
  
Sintezo proteinskega mikro-razdelka smo inducirali z L-arabinozo. Ob prisotnosti L-
arabinoze je prišlo do prepisa genov in sinteze proteinov Gam in Pdu. Izvedli smo izolacijo 
proteinov PduA, PduB, PduJ, PduK, PduN in PduU z gradientnim centrifugiranjem. 
Rezultate izolacij smo preverili z metodo poliakrilamidne gelske elektroforeze v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata. Rezultati nakazujejo na prisotnost poglavitnega proteina mikro-
razdelka, proteina PduA. Zato lahko le predvidevamo, da smo po centrifugiranju izolirali 
celoten mikro-razdelek, torej tudi ostalih šest proteinov operona pdu. Nadaljnje analize bodo 
pojasnile to domnevo.  
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Za nadaljnje raziskave je potrebno vstaviti fragment »Strep teg« v rekombinanten plazmid 
pACBSR-DL1-Pdu, saj bo to omogočalo lažjo izolacijo proteinskega miko-razdelka in 
izolacijo morebiti vključenih nukleoproteinskih kompleksov.  
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PRILOGA A 
Nukleotidno zaporedje sekvenciranih fragmentov; proteina Gam in Pdu proteinov: PduA, 
PduB, PduJ, PduK, PduN in PduU. 
 
Gam 
Query  1    ATGGATATTAATACTGAAACTGAGATCAAGCAAAAGCATTCACTAACCCCCTTTCCTGTT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  31   ATGGATATTAATACTGAAACTGAGATCAAGCAAAAGCATTCACTAACCCCCTTTCCTGTT  90 
 
Query  61   TTCCTAATCAGCCCGGCATTTCGCGGGCGATATTTTCACAGCTATTTCAGGAGTTCAGCC  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  91   TTCCTAATCAGCCCGGCATTTCGCGGGCGATATTTTCACAGCTATTTCAGGAGTTCAGCC  150 
 
Query  121  ATGAACGCTTATTACATTCAGGATCGTCTTGAGGCTCAGAGCTGGGCGCGTCACTACCAG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  151  ATGAACGCTTATTACATTCAGGATCGTCTTGAGGCTCAGAGCTGGGCGCGTCACTACCAG  210 
 
Query  181  CAGCTCGCCCGTGAAGAGAAAGAGGCAGAACTGGCAGACGACATGGAAAAAGGCCTGCCC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  211  CAGCTCGCCCGTGAAGAGAAAGAGGCAGAACTGGCAGACGACATGGAAAAAGGCCTGCCC  270 
 
Query  241  CAGCACCTGTTTGAATCGCTATGCATCGATCATTTGCAACGCCACGGGGCCAGCAAAAAA  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  271  CAGCACCTGTTTGAATCGCTATGCATCGATCATTTGCAACGCCACGGGGCCAGCAAAAAA  330 
 
Query  301  TCCATTACCCGTGCGTTTGATGACGATGTTGAGTTTCAGGAGCGCATGGCAGAACACATC  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  331  TCCATTACCCGTGCGTTTGATGACGATGTTGAGTTTCAGGAGCGCATGGCAGAACACATC  390 
 
Query  361  CGGTACATGGTTGAAACCATTGCTCACCACCAGGTTGATATTGATTCAGAGGTATAA  417 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  391  CGGTACATGGTTGAAACCATTGCTCACCACCAGGTTGATATTGATTCAGAGGTATAA  447 
 
 
PduA 
Query  1    CAACAAGAAGCGTTAGGAATGGTAGAAACCAAAGGCTTGACTGCAGCCATAGAGGCCGCA  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    CAACAAGAAGCGTTAGGAATGGTAGAAACCAAAGGCTTGACTGCAGCCATAGAGGCCGCA  60 
 
Query  61   GATGCAATGGTGAAGTCAGCCAATGTAATGCTGGTCGGCTACGAAAAAATTGGTTCGGGG  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   GATGCAATGGTGAAGTCAGCCAATGTAATGCTGGTCGGCTACGAAAAAATTGGTTCGGGG  120 
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Query  121  CTGGTAACAGTCATTGTCCGCGGCGATGTTGGCGCAGTCAAAGCAGCAACAGATGCAGGT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  CTGGTAACAGTCATTGTCCGCGGCGATGTTGGCGCAGTCAAAGCAGCAACAGATGCAGGT  180 
 
Query  181  GCCGCCGCAGCACGTAATGTGGGAGAAGTGAAAGCCGTACACGTCATCCCACGCCCTCAC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  GCCGCCGCAGCACGTAATGTGGGAGAAGTGAAAGCCGTACACGTCATCCCACGCCCTCAC  240 
 
Query  241  ACCGATGTAGAAAAAATCTTACCGAAGGGAATTAGCTAA  279 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  ACCGATGTAGAAAAAATCTTACCGAAGGGAATTAGCTAA  279 
 
PduB 
Query  1     ATGAGCAGCAATGAGCTGGTTGATCAGATCATGGCGCAGGTGATTGCTCGCGTGGCAACG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  254   ATGAGCAGCAATGAGCTGGTTGATCAGATCATGGCGCAGGTGATTGCTCGCGTGGCAACG  313 
 
Query  61    CCGGAACAGCAGGCTATCCCTGAAAATAATCCTCCAACACGAGAAACGGCTATGGCAGAG  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  314   CCGGAACAGCAGGCTATCCCTGAAAATAATCCTCCAACACGAGAAACGGCTATGGCAGAG  373 
 
Query  121   AAAAGCTGCAGTTTAACGGAGTTTGTCGGTACTGCGATTGGCGACACCGTCGGTCTGGTA  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  374   AAAAGCTGCAGTTTAACGGAGTTTGTCGGTACTGCGATTGGCGACACCGTCGGTCTGGTA  433 
 
Query  181   ATCGCCAACGTGGACAGCGCCCTACTGGACGCAATGAAACTTGAAAAACGGTATCGCTCC  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  434   ATCGCCAACGTGGACAGCGCCCTACTGGACGCAATGAAACTTGAAAAACGGTATCGCTCC  493 
 
Query  241   ATTGGCATCCTTGGCGCGCGTACTGGTGCAGGCCCGCACATCATGGCCGCAGATGAAGCG  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  494   ATTGGCATCCTTGGCGCGCGTACTGGTGCAGGCCCGCACATCATGGCCGCAGATGAAGCG  553 
 
Query  301   GTAAAAGCCACCAATACTGAAGTCGTCAGTATTGAGTTGCCACGTGATACCAAAGGCGGC  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  554   GTAAAAGCCACCAATACTGAAGTCGTCAGTATTGAGTTGCCACGTGATACCAAAGGCGGC  613 
 
Query  361   GCGGGTCACGGTTCGCTGATTATTCTCGGCGGCAACGATGTTTCCGACGTGAAACGCGGA  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  614   GCGGGTCACGGTTCGCTGATTATTCTCGGCGGCAACGATGTTTCCGACGTGAAACGCGGA  673 
 
Query  421   ATTGAGGTTGCGCTGAAAGAACTGGATCGCACCTTTGGCGATGTGTATGCCAACGAAGCC  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 
Sbjct  674   ATTGAGGTTGCGCTGAAAGAACTGGATCGCACCTTTGGCGATGTGTATGCCAACGAAGTC  733 
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Query  481   GGTCACATCGAGATGCAATACACCGCACGCGCCAGCTACGCGCTGGAAAAAGCCTTTGGT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  734   GGTCACATCGAGATGCAATACACCGCACGCGCCAGCTACGCGCTGGAAAAAGCCTTTGGT  793 
 
Query  541   GCACCGATTGGCCGTGCCTGTGGCGTGATCGTCGGCGCGCCGGCATCCGTTGGTGTCCTG  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  794   GCACCGATTGGCCGTGCCTGTGGCGTGATCGTCGGCGCGCCGGCATCCGTTGGTGTCCTG  853 
 
Query  601   ATGGCTGATACTGCGCTGAAATCCGCCAACGTGGAAGTTGTGGCCTACAGCTCCCCTGCC  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 
Sbjct  854   ATGGCTGATACTGCGCTGAAATCCGCCAACGTGGAAGTTGTGGCCTACAGCT-CCCTGCC  912 
 
Query  661   CATGGCACCAGCTTCAGTAACGAAGCCATTCTGGTCATTTCAGGCGATTCCGGCGCTGTG  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  913   CATGGCACCAGCTTCAGTAACGAAGCCATTCTGGTCATTTCAGGCGATTCCGGCGCTGTG  972 
 
Query  721   CGTCAGGCCGTTATCTCCGCCCGCGAAATCGGTAAAACCGTACTCGGGACCCTCGGCTCA  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  973   CGTCAGGCCGTTATCTCCGCCCGCGAAATCGGTAAAACCGTACTCGGGACCCTCGGCTCA  1032 
 
Query  781   GAACCGAAAAACGATCGTCCGTCCTACATCTGA  813 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1033  GAACCGAAAAACGATCGTCCGTCCTACATCTGA  1065 
 
218 AK ima delecijo  
 
PduJ 
Query  1    ATGAATAACGCACTGGGACTGGTTGAAACAAAAGGGCTCGTCGGCGCTATTGAAGCCGCT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  211  ATGAATAACGCACTGGGACTGGTTGAAACAAAAGGGCTCGTCGGCGCTATTGAAGCCGCT  270 
 
Query  61   GATGCCATGGTGAAATCCGCAAACGTGCAGTTGGTTGGTTACGAAAAAATCGGCTCAGGC  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  271  GATGCCATGGTGAAATCCGCAAACGTGCAGTTGGTTGGTTACGAAAAAATCGGCTCAGGC  330 
 
Query  121  CTTATCACCGTTATGGTTCGCGGCGATGTCGGCGCAGTGAAAGCTGCCGTAGATGCAGGA  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  331  CTTATCACCGTTATGGTTCGCGGCGATGTCGGCGCAGTGAAAGCTGCCGTAGATGCAGGA  390 
 
Query  181  AGCGCTGCAGCAAGCGCCGTTGGCGAGGTGAAATCCTGCCACGTTATCCCGCGTCCGCAC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  391  AGCGCTGCAGCAAGCGCCGTTGGCGAGGTGAAATCCTGCCACGTTATCCCGCGTCCGCAC  450 
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Query  241  AGCGACGTTGAAGCCATTTTACCTAAATCCGCATAA  276 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  451  AGCGACGTTGAAGCCATTTTACCTAAATCCGCATAA  486 
 
 
 
PduK   
 
Query  2   TGAAGCAATCACTGGGATTACTTGAAGTTAGTGGTCTGGCATTAGCCATCAGTTGCGCGG  61 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  529  TGAAGCAATCACTGGGATTACTTGAAGTTAGTGGTCTGGCATTAGCCATCAGTTGCGCGG  588 
 
Query  62   ACGTCATGGCGAAAGCCGCCTCCATCACGCTGGTGGGCCTCGAAAAAACCAACGGTTCAG  121 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  589  ACGTCATGGCGAAAGCCGCCTCCATCACGCTGGTGGGCCTCGAAAAAACCAACGGTTCAG  648 
 
Query  122  GCTGGATGGTGATCAAGATAATCGGGGATGTGGCCTCCGTCCAGGCGGCCATTTCCACCG  181 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  649  GCTGGATGGTGATCAAGATAATCGGGGATGTGGCCTCCGTCCAGGCGGCCATTTCCACCG  708 
 
Query  182  GTGTCAGTTTCGCTGACCAGCGAGATGGACTGGTGGCTCACAAAGTCATATCCAGACCAG  241 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  709  GTGTCAGTTTCGCTGACCAGCGAGATGGACTGGTGGCTCACAAAGTCATATCCAGACCAG  768 
 
Query  242  GGGATGGCATTCTGTCACATAGCGTCACCCCGGAGTCTGAGTCTGAGCCAGCGCCCGCCC  301 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  769  GGGATGGCATTCTGTCACATAGCGTCACCCCGGAGTCTGAGTCTGAGCCAGCGCCCGCCC  828 
 
Query  302  CGACACCGGTCGTACCACATGAAGAGATCCCTGAGGACCATGCAGCGCCCGAAGCGCCAC  361 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  829  CGACACCGGTCGTACCACATGAAGAGATCCCTGAGGACCATGCAGCGCCCGAAGCGCCAC  888 
 
Query  362  AAGATGCAGAGTTGATTAGCTGCAATCTGTGTCTTGACCCTGCCTGCCCCCGTCAAAAGG  421 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  889  AAGATGCAGAGTTGATTAGCTGCAATCTGTGTCTTGACCCTGCCTGCCCCCGTCAAAAGG  948 
 
Query  422  GCGAGCCGCGCTCTCTTTGTCTGCACTCAGGCAAACGAGGTGAAGCGTGA  471 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  949  GCGAGCCGCGCTCTCTTTGTCTGCACTCAGGCAAACGAGGTGAAGCGTGA  998 
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PduN 
Query  1    ATGCATCTGGCACGGGTTACAGGCGTTGTGGTTTCCACGCAAAAATCTCCATCACTGGTG  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  604  ATGCATCTGGCACGGGTTACAGGCGTTGTGGTTTCCACGCAAAAATCTCCATCACTGGTG  545 
 
Query  61   GGGAAGAAACTGTTGCTGGTACGTCGGGTGAGTGCGGACGGAGAACTTCCCGCGTCCCCT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  544  GGGAAGAAACTGTTGCTGGTACGTCGGGTGAGTGCGGACGGAGAACTTCCCGCGTCCCCT  485 
 
Query  121  GTGAGTGGAGATGAAGTCGCGGTTGATTCTGTCGGCGCTGGAACTGGAGAACTGGTATTA  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  484  GTGAGTGGAGATGAAGTCGCGGTTGATTCTGTCGGCGCTGGAACTGGAGAACTGGTATTA  425 
 
Query  181  CTCAGCAGTGGCTCCAGCGCCAGACACGTTTTTTCCGGCCCTAATGAGGCCATCGATCTG  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  424  CTCAGCAGTGGCTCCAGCGCCAGACACGTTTTTTCCGGCCCTAATGAGGCCATCGATCTG  365 
 
Query  241  GCTATCGTCGGCATTGTCGACACGCTTTCTCGTTAG  276 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  364  GCTATCGTCGGCATTGTCGACACGCTTTCTCGTTAG  329 
 
PduU 
Query  1    ATGGAAAGACAACCCACCACGGATCGTATGATTCAGGAATATGTTCCTGGCAAGCAGGTT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  286  ATGGAAAGACAACCCACCACGGATCGTATGATTCAGGAATATGTTCCTGGCAAGCAGGTT  227 
 
Query  61   ACGCTGGCGCATCTTATCGCTAATCCAGGTAAAGATTTGTTCAAGAAACTGGGATTACCA  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  226  ACGCTGGCGCATCTTATCGCTAATCCAGGTAAAGATTTGTTCAAGAAACTGGGATTACCA  167 
 
Query  121  GAGTCGGTTTCCGCAATCGGTATTCTGACGATTACCCCCAGCGAAGCCTCAATCATCGCC  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  166  GAGTCGGTTTCCGCAATCGGTATTCTGACGATTACCCCCAGCGAAGCCTCAATCATCGCC  107 
 
Query  181  TGTGATATCGCCACGAAATCCGGGGCGGTAGAGATTGGTTTTCTCGACCGTTTTACCGGC  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  106  TGTGATATCGCCACGAAATCCGGGGCGGTAGAGATTGGTTTTCTCGACCGTTTTACCGGC  47 
 
Query  241  GCAGTGGTACTGACAGGCGATGTTTCCGCTGTTGAGTACGCGCTGAA  287 
            |||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  46   GCAGTGGTACTGACAGGCGATGTT-CCGCTGTTGAGTACGCGCTGAA  1 
 
 
 
 
